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A presente tese de doutorado está organizada em três partes, conforme segue: 
Parte 1: Resumo, abstract, lista de abreviaturas, introdução e objetivos; 
Parte 2: Resultados apresentados na forma de 4 artigos científicos; 
























O RAGE é um receptor transmembrana, imunoglobulina-like que existe em múltiplas 
isoformas e interage com um amplo repertório de ligantes extracelulares. O RAGE é 
expresso em níveis baixos na maioria das células, porém o aumento da presença de 
seus ligantes no domínio extracelular faz com que o RAGE inicie uma cascata de 
sinalização intracelular complexa, resultando em estresse oxidativo, ativação do fator 
de transcrição NF-B, aumento da expressão de citocinas, além da indução de sua 
própria expressão. O envolvimento do RAGE neste amplo espectro de sinalização 
vincula este receptor a diversas condições patológicas. Nesta tese utilizamos 3 
modelos experimentais que induzem inflamação sistêmica (Leishmania amazonensis, 
Lipopolissacarídeo e sepse) e 1 modelo experimental que mimetiza a denervação 
neuronal (modelos experimentais in vivo). Além disso utilizamos diferentes 
abordagens de bloqueio do RAGE a fim de elucidar a função deste receptor. Com 
base em nossos resultados os modelos experimentais foram eficientes em induzir o 
aumento do RAGE e sua sinalização no sistema nervoso central, desencadeando a 
síntese e liberação de moléculas pró-inflamatórias e o aumento do estresse oxidativo, 
culminando em neuroinflamação e neurodegeneração. As intervenções de bloqueio 
do RAGE foram eficientes em inibir as vias de sinalização intracelular mediadas pelo 
receptor, comprovando a via de ação. Levando em conta nossos principais resultados 
concluímos que: a) RAGE atua como mediador da perda neuronal em resposta ao 
insulto inflamatório em diversas estruturas do SNC, b) está presente no corpo dos 
neurônios dopaminérgicos e envolvido na morte destes neurônios; c) o aumento do 
RAGE é tempo-dependente e a morte dos neurônios está vinculada a ação deste 
receptor. 
 








RAGE is a transmembrane, immunoglobulin-like receptor that exists in multiple 
isoforms and interacts with a broad repertoire of extracellular ligands. RAGE is 
expressed at low levels in most cells, but the increased presence of its ligands initiates 
a complex intracellular signaling cascade resulting in oxidative stress, activation of 
transcription factor NF-B, increased expression of cytokines in addition to 
concomitant upregulation of RAGE itself. In this thesis we used 3 experimental models 
which induce systemic inflammation (Leishmania amazonensis, Lipopolysaccharide 
and sepsis) and 1 experimental model that mimics neuronal denervation (experimental 
models in vivo). In addition, different approaches to block RAGE were used to elucidate 
the function of this receptor. Based on our results the experimental models were 
efficient in inducing the increase of RAGE and its signaling in the central nervous 
system, triggering the synthesis and release of proinflammatory molecules and the 
increase of oxidative stress, culminating in neuroinflammation and neurodegeneration. 
The RAGE blocking interventions were effective in inhibiting receptor-mediated 
signaling, proving the signaling pathway. Considering our main results, we conclude 
that: a) RAGE acts as a mediator of neuronal loss triggered by inflammatory insults in 
various CNS structures; b) RAGE is present in the body of dopaminergic neurons and 
is involved in the death of these neurons; c) the increase of RAGE is time-dependent, 
and the neuronal death is dependent on the action of this receptor. 
 
 










III. Lista de abreviaturas e siglas 
 
6-OHDA: 6-hidroxidopamina 
AKT ou PKB: proteína cinase B 
ADAM10: proteína desintegrina e metaloproteínase 10, do inglês:  disintegrin and 
metalloproteinase domain-containing protein 10 
AGE: produto final de glicação avançada, do inglês: advanced glycation end-products  
AGER: Gene humano do RAGE, do inglês: advanced glycation end-products receptor 
CDC42: proteína de controle de divisão celular 42, do inglês: cell division control 
protein 42 homolog 
CLP: Ligadura e Perfuração Cecal, do inglês: cecal ligation puncture 
CML: Nε- (carboximetil) lisina 
DAMP: Padrão molecular associado ao dano, do inglês: damage-associated 
molecular pattern 
DIAPH1: proteína diáfano 1, do inglês: protein diaphanous homolog 1 
DN-RAGE: RAGE dominante negativo, do inglês: dominant negative - receptor for 
advanced glycation end products 
ERO: espécie reativa de oxigênio 
FL-RAGE: versão completa do RAGE, do inglês: full length - receptor for advanced 
glycation end-products 
FPS-ZM1: N-Benzil-N-ciclo-hexil-4-clorobenzamida  
HMGB1: grupo de alta mobilidade 1, do inglês: high mobility group box 1 
HSP70: proteína de choque térmico 70, do inglês: high shock protein 70 
IL-1β: interleucina 1β 
JAK: janus cinase 
LPS: lipopolissacarídeo  
MIP-1α: proteína inflamatória de macrófagos 1α, do inglês: macrophage inflammatory 
protein 1α  
MIP-1β: proteína inflamatória de macrófagos 1β, do inglês:  macrophage inflammatory 
protein 1 β  
MMP9: metaloproteínase 9 
N-CAM: moléculas de adesão celular neural, do inglês: neural cell adhesion molecule 
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N-RAGE: RAGE N-truncado, do inglês: N-truncated: receptor for advanced glycation 
end-products 
SAPK/JNK: proteína cinase ativadas por estresse/cinases jun amino-terminais, do 
inglês: stress-activated protein kinases/Jun amino-terminal kinases 
sRAGE: RAGE solúvel, do inglês: soluble receptor for advanced glycation end 
products 
MAPK: proteína-cinases ativadas por mitógenos, do inglês: mitogen-activated protein 
kinase  
MHC: complexo principal de histocompatibilidade, do inglês: major histocompability 
complex  
mTOR: proteína alvo da rapamicina em mamíferos, do inglês: mammalian target of 
rapamycin 
NF-B: fator nuclear kappa B, do inglês: nuclear factor kappa B  
RAGE: receptor para produtos finais de glicação avançada - do inglês: receptor for 
advanced glycation end products  
SNC: sistema nervoso central 
STAT: transdutor de sinal e ativador de transcriptoma, do inglês: signal transducer 
and activator of transcription 
TH: tirosina hidroxilase 
TLR4: receptor tipo toll 4, do inglês: toll-like receptor 4 
















Estrutura do RAGE 
 
A exposição de proteínas a açúcares redutores resulta em glicação através de 
ação não enzimática, formando os produtos finais de glicação avançada (AGEs). Em 
1992 (Schmidt et al., 1992) ao tentar identificar o mecanismo pelo qual os AGEs 
modulam as funções celulares no pulmão de bovinos os investigadores descreveram 
a presença de um aceptor de alta afinidade presente na superfície das células.  Este 
aceptor foi posteriormente purificado e definido como o receptor para produtos finais 
de glicação avançada (RAGE) (Schmidt et al., 1992; Schmidt et al., 1996). Desde 
então o RAGE vem sendo intensamente investigado.  
RAGE é um receptor transmembrana que pertence a superfamília das 
imunoglobulinas. Este receptor possui múltiplas isoformas com capacidade 
multiligante surpreendente e é considerado um receptor de reconhecimento de 
padrões (Chavakis et al., 2003). O gene humano do RAGE (AGER) está localizado no 
cromossomo 6 na região de classe III do complexo principal de histocompatibilidade 
que contém 11 exons.  Estruturalmente, o RAGE consiste de 404 aminoácidos com 
uma massa molecular de 50 kDa (Neeper et al., 1992). O RAGE na versão completa 
consiste de uma estrutura extracelular, que possui uma sequência na região N-
terminal (aminoácidos 1-22), um domínio imoglobulina-like do tipo-V (aminoácidos 23-
116), e uma sequência de dois domínios imunoglobulina-like de tipo-C (aminoácidos 
124-221 e 227-317, respectivamente). Um domínio transmembrana único 
(aminoácidos 343-363. E uma cauda citoplasmática intracelular curta (C-terminal) 




Figura 1. Estrutura do RAGE. Adaptado de (Bongarzone et al., 2017). 
 
O domínio do tipo-V apresenta estrutura secundária e consiste de duas folhas 
β conectadas por uma ponte dissulfeto, uma pequena hélice α e uma random coil que 
não possui uma estrutura secundária definida (Yatime e Andersen, 2013). É o principal 
sitio de ligação para ligantes que interagem com RAGE em nível micromolar 
(Matsumoto et al., 2008). Os outros domínios também apresentam capacidade de ligar 
moléculas, por exemplo, a proteína S100B liga-se a ambos domínios V e C1, enquanto 
que S100A6 se liga aos domínios C1 e C2 (Leclerc et al., 2007).  
O domínio C1 se dobra (fold) em um domínio de Ig do tipo-C clássico (Dattilo 
et al., 2007; Yatime e Andersen, 2013). A superfície molecular dos domínios V e C1 é 
coberta por uma cavidade hidrofóbica e áreas carregadas positivamente. Várias 
ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas ocorrem entre os domínios V e C1 
formando uma unidade estrutural integrada para reconhecimento do ligantes (VC1) 
(Dattilo et al., 2007). 
Estudos demonstraram que o ectodomínio VC1 articulado, está implicado na 
interação com uma gama diversificada de ligantes do RAGE que possuem 
característica ácida (carregado negativamente), como AGEs, HMGB1 (grupo de alta 
mobilidade 1) e β-amilóide (Hori et al., 1995; Xue et al., 2014).  
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O RAGE pode sofrer dimerização ou oligomerização multimodal mediada por 
auto associação de domínios V-V ou C1-C1 (Koch et al., 2010; Zong et al., 2010; 
Yatime e Andersen, 2013). O domínio VC1 é anexado ao domínio C2 por uma ligação 
flexível (Kislinger et al., 2001). O domínio C2 consiste de duas folhas-β estabilizadas 
por pontes dissulfeto, além de possuir uma grande superfície carregada 
negativamente com resíduos ácidos direcionados para a superfície básica do 
oligômero VC1 (Yatime e Andersen, 2013). 
O domínio extracelular (VC1C2) do RAGE humano (UniProtKB Q15109) 
compartilha uma identidade de sequência de 79,2% (Q62151) com ratos (Rattus 
norvegicus) e 96,5% (Q63495) com primatas (Rhesus macaque, F1ABQ1) (Rodriguez 
Gonzalez-Moro et al., 2009). Os resíduos carregados positivamente envolvidos na 
ligação de AGE a RAGE, são conservados nas 3 espécies sugerindo um padrão de 
ligação comum (Rodriguez Gonzalez-Moro et al., 2009; Xue et al., 2014). O domínio 
transmembrana do RAGE é uma estrutura helicoidal que pode promover a 
homodimerização hélice-hélice do receptor e, portanto, pode estar envolvida na 
transdução de sinal (Yatime e Andersen, 2013). A cauda citoplasmática do RAGE é 
dividida em pelo menos três partes: um domínio de 17 aminoácidos proximal a 
membrana, rica em aminoácidos básicos (Arg366, Arg368, Arg369 e Glu371), um 
domínio central de 17 aminoácidos contendo ácidos glutâmicos e um local de 
fosforilação em Ser391 e um domínio C-terminal não estruturado (Rai et al., 2012). 
Esta pequena cauda citoplasmática na região C-terminal é crucial para a interação do 
domínio citoplasmático do RAGE com moléculas efetoras que disparam sinalização 
intracelular.  
A cauda citoplasmática é absolutamente essencial para sinalização intracelular 
do RAGE (Ding e Keller, 2005), na ausência da cauda, RAGE é capaz de reconhecer 
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e ligar seus ligantes, porém não dispara a sinalização intracelular (Hofmann et al., 
1999).  
A ligação RAGE-ligante dispara a sinalização de várias proteínas incluindo,  
diáfano-1 (DIAPH1), proteína-cinases ativadas por mitógenos (MAPKs), - proteína de 
controle de divisão celular 42 (CDC42) e Janus cinase (JAK)/ transdutores de sinal e 
ativadores de transcriptomas (STATs) e subsequente ativação da via do NF-B 
(Hudson et al., 2008; Ramasamy et al., 2008; Rai et al., 2012).  
 
Isoformas do RAGE 
 
Até o momento estão documentadas 22 isoformas do RAGE em seres 
humanos, 12 das quais são encontradas no cérebro (Lopez-Diez et al., 2013). Estas 
isoformas variam por splicing alternativo, que inclui a forma solúvel, além dos 
receptores ligados a membrana celular (Lopez-Diez et al., 2013).  
As 4 isoformas principais do RAGE são (figura 2):  
1) RAGE na forma completa, full-length (FL-RAGE): contém todos os principais 
componentes do receptor e representa a sua forma ativa para transduzir o sinal 
intracelular. 
2) RAGE dominante negativo (DN-RAGE): está ancorado na membrana, porém 
não apresenta a cauda intracelular, portanto não há mediação de sinalização entre o 
lado interno e externo da célula;  
3) RAGE N-truncado (N-RAGE): apesar de não possuir o domínio do tipo-V, os 
restantes dos domínios estão ancorados na membrana possuindo capacidade de 
ligação de seus ligantes nos domínios do tipo-C;  
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4) RAGE C-truncado, secretado/solúvel (sRAGE): o domínio C-terminal está 
ausente, mas contém todos os domínios das imunoglobulinas da versão completa do 
RAGE. A forma solúvel do RAGE é secretada extracelularmente como resultado do 
splicing alternativo do mRNA do RAGE ou também pela ação de metaloproteinases 
(ADAM10 e MMP9) que clivam o RAGE resultando na liberação de sRAGE 
(Ramasamy et al., 2016).  
 
Figura 2. Isoformas do RAGE. As isoformas chave do RAGE na ilustração inclui: (a 
partir da esquerda) FL-RAGE; oligômeros do RAGE; DN-RAGE; N-RAGE; e sRAGE. 
Adaptado de (Bongarzone et al., 2017). 
 
Papel fisiológico e sinalização do RAGE 
 
RAGE é altamente expresso durante o desenvolvimento embrionário e durante 
o período pós-natal onde possui função constitutiva em uma ampla variedade de 
células (Brett et al., 1993). Na fase adulta, em condições fisiológicas, a expressão do 
RAGE em células diferenciadas como cardiomiócitos, neurônios e em outros tipos 
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celulares é reprimida (Brett et al., 1993; Schmidt et al., 1993). Em células da pele e do 
pulmão, que apresentam características distintas aos demais tipos celulares, a 
expressão do RAGE é constitutiva e altos níveis do RAGE durante o desenvolvimento 
e fase adulta são normais e provavelmente benéficas para manter a homeostase 
(Buckley e Ehrhardt, 2010; Chuah et al., 2013).  
RAGE contribui para o metabolismo dos ossos, é expresso tanto em 
osteoclastos quanto em osteoblastos. RAGE é essencial na maturação, 
funcionamento e função dos osteoclastos além de auxiliar na remodelação óssea 
(Zhou et al., 2006). Camundongos RAGE (-/-) tem osteoclastos com morfologia e 
funcionalidades comprometidas levando as células ao fenótipo osteopetrose-like. A 
ausência do RAGE induz falha na diferenciação osteoclástica e redução da 
sinalização de adesão celular mediada por integrina em macrófagos de medula óssea, 
além de diminuir a pre-fusão de osteoclastos. Em ratos RAGE (-/-) tanto a densidade 
mineral óssea quanto a força biomecânica são afetadas com a diminuição no número 
de osteoclastos (Ding et al., 2006; Zhou et al., 2006). 
A presença do RAGE nos axônios em baixas concentrações já está bem 
estabelecida e sua presença é importante como promotor de crescimento e 
regeneração de neuritos em condições saudáveis (Rong, Trojaborg, et al., 2004; 
Rong, Yan, et al., 2004).  
Em situações de estresse, o acúmulo ou o aumento da circulação dos ligantes 
do RAGE induz a expressão do receptor em células que o RAGE estava reprimido ou 
diminuído (Cheng et al., 2005; Chuah et al., 2013). A interação de um ligante no 
domínio extracelular do receptor desencadeia uma complexa cascata de sinalização 
intracelular, resultando na produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), 
induzindo efeitos imunoinflamatórios, modulando a proliferação celular, alterando a 
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mobilidade/migração celular e estimulando a expressão de genes pró-inflamatório, 
além do concomitante aumento do RAGE (Ramasamy et al., 2008). Além disso o 
RAGE possibilita as células a habilidade de aderir a componentes da matriz 
extracelular e também a aderir a outras células através de interações homofílicas 
(Sessa et al., 2014), pois apresenta alto grau de homologia estrutural a moléculas de 
adesão celular neural (N-CAM) (Song et al., 2014). 
Em alguns transtornos neurológicos como na doença de Alzheimer já é bem 
comprovada a interação do peptídeo β-amilóide com o RAGE, conduzindo 
principalmente à inflamação e ao estresse oxidativo (Kim et al., 2013; Chen et al., 
2014). Já a interação entre RAGE/HMGB1 e RAGE/S100B são conhecidas por 
estarem envolvidas em funções neuronais como o crescimento de neuritos e 
diferenciação celular (Huttunen et al., 2000). No entanto, a concentração de ligantes 
é um fator importante na predição do efeito do RAGE na homeostase celular. As 
baixas concentrações levam a eventos mais benéficos (crescimento de neuritos) e 
altas concentrações, induzem eventos mais deletérios (sinalização inflamatória) 
(Huttunen et al., 2000). Além da concentração, o tipo de célula parece ser importante. 
Nos neurônios, a ligação do HMGB1 resulta em crescimento de neuritos, enquanto 
que na microglia HMGB1 induz sinalização inflamatória potencialmente nociva (Ding 
e Keller, 2005).  
O aumento exacerbado dos níveis do RAGE também é tempo-dependente e 
estudos demonstram que durante o envelhecimento há o aumento da expressão do 
RAGE em diversos tecidos (Simm et al., 2004; Srikanth et al., 2011). Este aumento do 
RAGE durante o envelhecimento é devido ao acúmulo de ligantes do RAGE, que por 
sua vez elevam a expressão do receptor em um looping de feed back positivo (figura 





Figura 3. Mecanismo do looping de feed back positivo do RAGE. Adaptado 
de Chuah et al., 2013. 
Em contraste, sRAGE tem níveis menores no plasma durante o envelhecimento 
(Fujii e Nakayama, 2010). Níveis elevados de sRAGE no plasma são correlacionados 
com longevidade humana (Geroldi et al., 2006), visto que  sRAGE pode atuar como 
agente bloqueador do RAGE, evitando que outros ligantes  interajam com RAGE ou 
com outros receptores de superfície celular (Zhang et al., 2008). Em pacientes com 
doença arterial coronariana, baixos níveis plasmáticos de sRAGE foram evidenciados 
em um evento agudo, esse fenômeno ocorre pela alta demanda do receptor na 
membrana. A alta interação AGE-RAGE amplifica a sinalização do RAGE e mais 
ligantes são recrutados levando a um aumento da produção de ERO e da resposta 
inflamatória (Falcone et al., 2013). 
A função ambígua do RAGE em células neuronais é complexa, em baixas 
concentrações é capaz de aumentar a sobrevivência celular e favorecer a 
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diferenciação neuronal e por outro lado sua ativação pode induzir estresse oxidativo 
e levar à morte neuronal (Huttunen et al., 2000). Esses efeitos contraditórios parecem 
não estar relacionados aos tipos de ligantes do RAGE, visto que diferentes ligantes 
são capazes de induzir ambos os tipos de resposta celular. Provavelmente o que 
diferencia de um caso para outro é a intensidade e a duração do estímulo e 
fundamentalmente as características específicas das células (Huttunen et al., 2000; 
Piras et al., 2016). 
 
RAGE e inflamação  
 
Inicialmente, o RAGE foi considerado importante na patogênese da diabetes e 
suas complicações, visto que diabéticos apresentam acúmulos de AGEs nas paredes 
dos vasos sanguíneos, plasma e tecidos  (Ruderman et al., 1992). Atualmente RAGE 
é considerado o receptor chave no eixo de inflamação, pois além de ser ativado por 
AGEs tem capacidade de ligar um amplo repertório de agonistas com preferência por 
ligantes propensos a agregação e modificações pós-tradução  (oxidação, glicosilação, 
etc.) denominados padrões moleculares associados ao dano celular (DAMPs), 
presentes em proteínas como o peptídeo β-amilóide, proteínas da família S100,  
HMGB1, HSP70, Nε-(carboximetil) lisina (CML), LPS e uma série de outras 
moléculas/proteínas relacionadas com condições patológicas (Yan et al., 2009; Dal-
Pizzol et al., 2012). 
Um dos efeitos intracelulares mais pronunciados da ativação do RAGE é a 
ativação redox-dependente de NF-B e a indução de vias pró-inflamatórias 
controladas por esse fator de transcrição (Janssen-Heininger et al., 2000). A ativação 
de NF-B é normalmente induzida por mecanismos transitórios de ação, como a 
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ativação de cascatas de fosforilação e oxidação de grupamentos tióis de proteínas 
redox-sensíveis. Tais eventos acabam induzindo a fosforilação de proteínas cinases 
da subunidade inibitória IkBα (IKKs). Esta subunidade é responsável pela 
integridade do complexo IkB-p50-p65, que é inativo. No entanto, a fosforilação de 
IkBα por IKKs resulta na dissociação das subunidades p50-p65, as quais podem 
formar homo e/ou heterodímeros e atuarem como fatores de transcrição de genes 
pró-inflamatórios (Sarnico et al., 2012). 
A interação do RAGE com seus ligantes em locais de lesão ou inflamação 
induzem a ativação intracelular de NF-B. O gene AGER tem um elemento responsivo 
ao NF-B, uma vez que possui sitio de ligação funcional ao NF-B em seu promotor 
proximal (Li e Schmidt, 1997). A sinalização entre RAGE/ NF-B está interligada, isso 
garante a manutenção e a amplificação do sinal pró-inflamatório caracterizando a 
perpetuação da inflamação. Tal mecanismo de retroalimentação positiva possibilita ao 
RAGE aumentar sua própria expressão.  
RAGE é expresso em numerosas células do sistema imune, incluindo 
neutrófilos, monócitos/macrófagos, linfócitos e células dendríticas (Brett et al., 1993). 
Camundongos RAGE -/- estão protegidos dos efeitos letais do choque séptico, que é 
em grande parte baseado na resposta imune inata. Os camundongos RAGE -/-  tem 
inflamação local diminuída e também menor ativação de NF-B nos órgãos alvo de 
choque séptico (Liliensiek et al., 2004). O bloqueio do RAGE provoca um adiamento 
na resposta inflamatória através da diminuição da rota de sinalização da inflamação 
no SNC (Hofmann et al., 1999; Kislinger et al., 2001). Quando o RAGE está ativo no 
endotélio, fagócitos mononucleares e linfócitos desencadeiam sinalização celular, 




RAGE e doenças neurodegenerativas 
 
O aumento do RAGE tem sido implicado em inúmeras condições patológicas – 
diabetes, doenças cardiovasculares, doença inflamatória renal, arteriosclerose, 
doença inflamatória intestinal e também doenças neurodegenerativas, como doença 
de Alzheimer, polineuropatia amilóide familiar, neuropatia diabética, doença de 
Parkinson e doença de Huntington (Uttara et al., 2009; Chuah et al., 2013; Juranek et 
al., 2015). 
A expressão do RAGE está presente em neurônios, células vasculares, 
micróglia e astrócitos, sugerindo-lhe um papel chave no SNC (Ding e Keller, 2005). A 
ação do RAGE nessas células depende da isoforma e seus níveis de concentração 
na superfície celular (Ding e Keller, 2005). A ligação entre RAGE/AGE ou RAGE/β-
amilóide nos neurônios resulta em aumento do estresse oxidativo e ativação de NF-
B (Yan et al., 1996; Mattson e Camandola, 2001) enquanto que em células 
mononucleares e linfócitos a ligação RAGE/S100 desencadeia a síntese de 
mediadores pró-inflamatórios (Hofmann et al., 1999). 
Na doença de Alzheimer, por exemplo, há um aumento na expressão do RAGE 
no SNC, e de forma co-localizada com as placas amilóides, estruturas 
histopatológicas constituídas por cross-links do peptídeo β-amilóide (Zhang et al., 
2009). Em um estudo (post mortem) com cérebros de pacientes afetados pela doença 
de Alzheimer e diabetes foram encontrados níveis elevados do RAGE, sugerindo a 
participação deste receptor no mecanismo de dano celular contribuindo na progressão 
da doença pela geração permanente de estresse oxidativo (Valente et al., 2010).  
Já na doença de Parkinson, apesar de também estar bem estabelecido que a 
ativação pró-inflamatória é um componente importante na progressão da morte dos 
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neurônios dopaminérgicos, o papel do RAGE neste processo ainda é obscuro e 
precisa ser estudado.  
 
O bloqueio do RAGE como potencial terapêutico  
 
O crescente número de evidências conectando RAGE a uma série de doenças 
despertou o interesse na investigação do RAGE como um alvo para intervenção 
terapêutica. O RAGE solúvel (sRAGE) é um dos modelos utilizados para bloquear o 
RAGE, dado que sRAGE atua como antagonista inibindo a ativação da sinalização do 
RAGE. Ratos tratados com sRAGE mostraram uma redução significativa na infiltração 
de neutrófilos, índice de permeabilidade pulmonar e atividade de NF-B, bem como a 
produção de várias citocinas pró-inflamatórias incluindo TNF-α e proteína inflamatória 
de macrófagos (MIP-1α e MIP-1β) em modelo induzido por LPS (Zhang et al., 2008).  
Muitos estudos vêm evidenciando que sRAGE tem capacidade de bloqueio do RAGE 
e que a inibição do receptor acarreta em proteção contra várias doenças  (Chen et al., 
2004; Chen et al., 2007; Ramasamy et al., 2008). 
Estudos conduzidos com camundongos knock-out demonstraram que a 
deleção genética do RAGE forneceu proteção e melhorou a sobrevivência em 
situações de patologias como a sepse e aterosclerose (Lutterloh et al., 2007; 
Ramasamy et al., 2008). Em camundongos knock-out para RAGE, a ativação de NF-
B e morte celular em neurônios e células gliais causadas pela indução de modelo da 
doença de Parkinson por injeção da neurotoxina MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina) é revertida aos níveis de animais controle (Teismann et al., 2012). 
Resultados semelhantes foram observados com animais knock-out para S100B, nos 
quais a indução de doença de Parkinson com MPTP produziu uma microgliose 
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significativamente menor, com diminuída expressão do RAGE e de TNF-α, e 
consequente diminuição da perda celular dopaminérgica (Sathe et al., 2012). 
Estudos que investigaram doenças neurodegenerativas em ratos, como a 
neuropatia periférica diabética e doença de Alzheimer mostraram que o tratamento 
farmacológico ou o bloqueio genético do RAGE atenua as complicações associadas 
ao diabetes e a formação de placa nos neurônios (Bierhaus et al., 2004; Cho et al., 
2009). 
O bloqueio do RAGE com o anticorpo anti-RAGE em células endoteliais do 
cérebro humano reduziu o transporte de sAβ1-40 através da membrana (transcitose), 
melhorando as condições gerais dessas células (Mackic et al., 1998). Outro estudo 
revelou o possível envolvimento do RAGE na biologia da amiloidose, onde foi 
demonstrado que RAGE liga tanto o peptídeo β-amilóide quanto seus agregados. O 
bloqueio do RAGE resultou na supressão da expressão esplênica de citocinas pró-
inflamatórias, ativação NF-B e acúmulo de β-amilóide (Yan et al., 2000). Em modelo 
de sepse grave a inibição do RAGE com o anti-RAGE aumentou a sobrevivência dos 
animais (Lutterloh et al., 2007). 
A inibição da interação RAGE-anfoterina diminuiu o crescimento e a metástase 
em camundongos com tumores implantados e tumores que se desenvolvem 
espontaneamente em camundongos susceptíveis. A ativação das MAPK-p44/p42, 
p38 e proteínas cinases ativadas por estresse/cinases Jun amino-terminais 
(SAPK/JNK) e de metaloproteinases foram reprimidas pelo bloqueio do RAGE 
(Taguchi et al., 2000).  
Dentre todas estratégias de bloqueio do RAGE, o N-Benzil-N-ciclo-hexil-4-
clorobenzamida, ou FPS-ZM1, vem despertando mais interesse da comunidade 
científica. Este antagonista foi selecionado através da triagem de 5000 compostos na 
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busca por de inibidores do RAGE (Deane et al., 2012). FPS-ZM1 é um bloqueador 
multimodal do RAGE que bloqueia o domínio tipo-V do receptor in vitro e in vivo 
(Deane et al., 2012).  Os recursos associados a ligação a RAGE são (1) um núcleo 
central de amida terciária, (2) um benzeno deficiente em elétrons, (3) uma fração 
hidrofóbica e (4) um anel de benzeno rico em elétrons ligado à amida com um 
espaçador de alquilo (Deane et al., 2012; Cary et al., 2016).  
 
Em um estudo com camundongos o FPS-ZM1 controlou efetivamente a 
progressão da disfunção cerebral mediado por β-amilóide melhorando o desempenho 
cognitivo (Deane et al., 2012). 
Com base nos expressivos resultados obtidos de estudos in vitro e in vivo, o 
bloqueio ou a eliminação do RAGE parece ter grande potencial farmacoterapêutico no 
contexto clínico. Portanto delinear as ligações moleculares entre os complexos 
caminhos de sinalização do RAGE e disfunção neuronal é essencial para a 
compreensão básica dos mecanismos envolvidos nas doenças neurodegenerativas. 
 
Modelos experimentais para estudo de dano neuronal 
 
Infecções bacterianas e virais são fatores de risco para várias doenças 
neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer e doença de Parkinson (De Chiara 
et al., 2012). A infecção leva à ativação de processos inflamatórios e respostas imunes 





do hospedeiro, que atua como mecanismo de defesa, mas também pode causar 
danos às funções neuronais, infecções no SNC podem levar a múltiplos danos em 
células infectadas e células vizinhas (Alam et al., 2017). Esses efeitos podem atuar 
em combinação com outros fatores, como envelhecimento, doenças metabólicas e a 
composição genética do hospedeiro (Alam et al., 2017).  
No capítulo I é demonstrada a ligação entre a infecção sistêmica induzida pelo 
modelo de L. Amazonensis e alterações de parâmetros envolvidos em processos 
neurodegenerativos através da ativação do RAGE em camundongos. Vários 
patógenos bacterianos e virais são relacionados com a produção e acúmulo de 
agregados de proteínas, estresse oxidativo, processos autofágicos deficientes, 
sinaptopatias e consequente morte neuronal (Alam et al., 2017). 
No capítulo II foi utilizado o modelo de LPS de maneira aguda em ratos Wistar 
com intuito de realizar um mapeamento entre a inflamação sistêmica e seus efeitos 
em diferentes estruturas do sistema nervoso central. A imunoneutralização do RAGE 
foi empregada para investigar o papel deste receptor na mediação da resposta 
inflamatória sistêmica e no SNC.  
A injeção sistêmica de LPS em ratos é um modelo surpreendentemente 
fisiológico para o estudo do papel da inflamação no desenvolvimento de doenças 
neurodegenerativas. Uma única injeção intraperitoneal pode induzir uma diminuição 
progressiva (cerca de 50%) na quantidade de neurônios dopaminérgicos da 
substância negra em tratamento de longo prazo (Qin et al., 2007). Essas 
características são muito similares ao processo lento e gradual de evolução da 
neurodegeneração em pacientes, sendo que os animais apresentam evolução similar 
de sintomas motores. Além disso, esse efeito foi observado ser significativamente 
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menor em ratas fêmeas, o que é consistente com a maior incidência de Doença de 
Parkinson em homens do que em mulheres (Miller e Cronin-Golomb, 2010). 
No capítulo III investigamos os efeitos da inflamação no SNC induzida por 
modelo de sepse cronicamente. Utilizamos o método de imunoneutralização do RAGE 
aplicado diretamente no hipocampo de ratos Wistar com objetivo de elucidar o papel 
deste receptor em uma doença que acomete milhares de pessoas pelo mundo. A 
sepse é um problema de saúde pública, é definida como uma disfunção orgânica com 
risco de vida causada por respostas desreguladas do  hospedeiro frente a uma 
infecção grave, até 71% dos pacientes sépticos desenvolvem disfunção cerebral 
irreversível (Widmann e Heneka, 2014).  Mesmo sendo uma condição induzida por 
inflamação sistêmica, sem infecção no cérebro (porém com inflamação), a sepse tem 
como característica a diminuição do metabolismo cerebral, diminuição da atenção, 
desorientação, delírio ou coma (Semmler et al., 2008). 
Na intenção de comprovar o envolvimento do RAGE nas doenças que 
conduzem à disfunção/morte neuronal, no capítulo IV o modelo de 6-OHDA foi 
empregado com concomitante administração do antagonista farmacológico (FPS-
ZM1) do RAGE. Dentre os diversos modelos que já foram utilizados para elucidar os 
mecanismos que desencadeiam doenças neurodegenerativas a 6-OHDA apresenta a 
denervação neuronal do eixo nigroestrailatal muito semelhante à aquela encontrada 
na doença de Parkinson. Este modelo foi utilizado para investigar a morte neuronal à 
nível celular, diferentemente dos outros modelos citados anteriormente, que envolvem 
toda a complexidade fisiológica do organismo. 
Nesta tese utilizamos 4 modelos experimentais in vivo, com diferentes 
abordagens metodológicas de indução de inflamação, com intenção de elucidar o 
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papel do RAGE na inflamação sistêmica, na neuroinflamação e na degeneração de 
neurônios do SNC. 
 
V. Objetivos  
 
Justificativa e objetivos  
 
Esclarecer o papel do RAGE na progressão da morte neuronal é emergente. 
A elucidação do mecanismo de ação do RAGE pode estabelecer este receptor como 
alvo terapêutico para o desenvolvimento de terapias efetivas voltadas às causas 
das doenças. Para determinar tais respostas foi consolidada uma rede interdisciplinar 
de cooperação entre instituições de pesquisa, ensino e saúde do Brasil e do exterior 
(Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS, Fundação Oswaldo Cruz - 
FIOCRUZ, Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC e The University of 
Newcastle-AUS), de forma a reunir e agregar conhecimento para nossa 
investigação. 
Considerando: i) a relevância da modulação pró-inflamatória na morte neuronal 
e progressão de doenças neurodegenerativas; ii) A importância do RAGE na resposta 
inflamatória crônica e morte celular neuronal em processos desse tipo; iii) A falta de 
conhecimento sobre o papel do RAGE em doenças neurodegenerativas, o objetivo 
central desta tese foi o de determinar a função do RAGE em diferentes modelos 
de inflamação e morte neuronal in vivo, tendo como objetivo específicos: 
 
a) Determinar alterações do RAGE no cérebro de camundongos 




b) Avaliar os efeitos do bloqueio do RAGE na resposta inflamatória 
aguda induzida por LPS em ratos Wistar. 
 
c) Investigar o papel mediador do RAGE no acúmulo de β-amilóide na 
fosforilação de tau e no comprometimento cognitivo de ratos Wistar 
submetidos a sepse. 
 
d) Determinar os efeitos do bloqueio do RAGE na denervação 
dopaminérgica induzida por 6-hidroxidopamina em ratos Wistar. 
 
e) Identificar o subtipo celular responsável pela expressão do RAGE 





















Increased tau phosphorylation and receptor for advanced glycation 














































































Anti-RAGE antibody selectively blocks acute systemic inflammatory responses 











































































































Supplementary Fig. 1. Pilot tests for dose determination of LPS and RAGE-Ab efficacy control 
experiments. Wistar rats (6 per group) received different doses of LPS: 0 (saline), 2.5, 5, 7.5, and 
10 mg/kg were administered. The blood was sampled before LPS injection (time 0); then at 1 h and 24 h 
after LPS injection. A) TNF-α and B) IL-1β levels were assessed by ELISA. C) Average weight before 
and 24 h after LPS: Wistar rats received a single dose of RAGE-Ab (50 μg/kg i.p.) followed by a single 
dose of LPS (5 mg/kg i.p.); control group received saline. To evaluate the specificity of RAGE-Ab action 
over LPS effects, serum cytokine levels were evaluated in animals treated with isotype anti-IgG 
(50 μg/kg) instead of RAGE-Ab. Serum D) TNF-α and E) IL-1β were analyzed by ELISA. F) In RAW 
264.7 macrophage cell line, a NF-kB transactivation assay was performed to evaluate the blocking 
activity of RAGE-Ab over LPS-induced activation of NF-kB. G) Comparison between blocking activity of 
RAGE-Ab and isotype anti-IgG on LPS-evoked liver ERK1/2 phosphorylation. The effect of anti-IgG on 
H) TNF-α and I) IL-1β in CSF was also analyzed by ELISA. Values represent mean ± SEM of samples 
obtained from six rats. One-way analysis of variance and Bonferroni Multiple Comparison post-hoc test 
were applied for all data. Skulls represent groups with 100% of mortality before completion of 24 h. 




Supplementary Fig. 2. Effects of systemic administration of RAGE-Ab and LPS on striatum 
antioxidant enzymes, non-enzymatic antioxidant defense and total levels of tau. Wistar rats received a 
single dose of RAGE-Ab (50 μg/kg i.p.) followed by a single dose of LPS (5 mg/kg i.p.); control group 
received saline. Striatum was isolated 24 h later. A) CAT (catalase) B) SOD (superoxide dismutase) 
activity and C) GPx (glutathione peroxidase) activities were determined. D) Reduced thiol (-SH) groups 
content was evaluated spectrophotometrically. E) TRAP parameter was determined 
by luminescence kinetic assay. F) The contents of total tau and β-actin were determined by western 
blot (representative gels in Fig. 6). Values of total tau were normalized in relation to β-actin. Values 
represent mean ± SEM of samples obtained from six rats. One-way analysis of variance and Bonferroni 






















Receptor for advanced glycation end products mediates sepsis-triggered 

















































































































Targeted inhibition of RAGE in substantia nigra of rats blocks 





































































































Parte 3.  
Discussão 
 
Inicialmente nomeado como receptor para AGEs, o RAGE apresenta muito 
mais funções do que a atividade que lhe foi primeiramente descrita. Atualmente o 
RAGE é o foco de investigação de diversos grupos de pesquisa, tal interesse é 
resultado da capacidade deste receptor em reconhecer padrões e de ligar inúmeras 
moléculas identificadas como ligantes do RAGE. Este receptor é essencial em 
mamíferos e tem como principal função mediar a composição da estrutura celular nos 
períodos do desenvolvimento. Após este período e em condições saudáveis, RAGE 
apresenta níveis basais reprimidos, porém perante a algum estímulo, por exemplo, o 
aumento de seus ligantes, o RAGE se torna nocivo para as células (Uttara et al., 2009; 
Chuah et al., 2013; Juranek et al., 2015). 
O RAGE é muito eficiente em desempenhar suas funções de mediador de 
sinais múltiplos, pois possui alta capacidade de adaptação a diferentes estímulos, o 
splicing alternativo, a oligomerização, a dimerização e até mesmo a multimerização 
são exemplos desta resposta altamente dinâmica de interagir com seus ligantes. Não 
bastasse a habilidade de adaptação e ligação, o RAGE parece ter preferência por 
moléculas que possuem características de auto-agregação como o peptídeo β-
amilóide (Chuah et al., 2013). 
O descobrimento da presença do RAGE em vários tipos celulares no cérebro e 
sua relação com diversas patologias destaca este receptor como um dos principais 
responsáveis pelo eixo da sinalização inflamatória, possuindo uma função que pode 
ser caracterizada como mediador pró-inflamatório. 
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A expressão do RAGE no SNC foi observada pela primeira vez em neurônios 
motores corticais no sistema nervoso de bovinos (Brett et al., 1993) e muito já foi 
especulado sobre a função do RAGE desde então, mas poucas constatações 
concretas foram estabelecidas. Nosso foco central desta tese é investigar a relação 
mediadora do RAGE na neuroinflamação e morte neuronal. Nos capítulos (I-IV) desta 
tese utilizamos diferentes modelos experimentais in vivo para indução de inflamação 
sistêmica e neuroinflamação com o intuito de investigar e elucidar o envolvimento do 
RAGE na neuroinflamação e neurodegeneração.   
Primeiramente, no capítulo I utilizamos a L. amazonensis para investigar a 
modulação do RAGE no cérebro de camundongos (BALB/c) em resposta a um agente 
patogênico periférico. Nosso estudo demonstrou que a infecção periférica induzida 
por L. amazonensis afeta a fosforilação de tau e o conteúdo do RAGE no córtex de 
camundongos (BALB/c), além de induzir estresse e dano oxidativo. É importante 
salientar que, no modelo utilizado, não há presença de parasitas no sistema nervoso 
central. Estes resultados somados com outros publicados por nosso grupo (De 
Oliveira et al., 2013; Gasparotto, Kunzler, et al., 2017) destacam o envolvimento do 
RAGE nas doenças infecciosas induzida por parasitas.  
Existem múltiplos relatos em medicina humana e veterinária relacionando a L. 
amazonensis com manifestações neurológicas (Nieto et al., 1996; Gontijo et al., 2002; 
Abreu-Silva et al., 2003). Pacientes de leishmaniose apresentam alterações 
neurológicas induzidas pela doença (Petersen e Greenlee, 2011), porém o mecanismo 
pelo qual a doença afeta o SNC é pouco investigada. Considerando nossos 
resultados, é possível que os sintomas neurológicos associados à leishmaniose 




No capítulo II realizamos um mapeamento entre a inflamação sistêmica e a 
neuroinflamação utilizando LPS como agente indutor de inflamação aguda e anti-
RAGE como método de neutralização imune do RAGE. A administração sistêmica de 
LPS (i.p.) tem sido usada repetidamente em modelos com ratos e camundongos a fim 
de determinar o papel da inflamação na degeneração dos neurônios dopaminérgicos 
localizados no eixo nigro-estriatal (Liu e Bing, 2011; Reinert et al., 2014). Os neurônios 
dopaminérgicos destas regiões são vulneráveis a processos de inflamação e estresse 
oxidativo (Dunkley et al., 2004; Damanhuri et al., 2012). Estudos anteriores 
demonstram que, independentemente da idade do animal, a injeção sistêmica de LPS 
causa danos severos no sistema dopaminérgico (Qin et al., 2007; Liu et al., 2008).  
Nossa investigação teve como objetivo principal verificar como o bloqueio do 
RAGE afeta a resposta aguda ao LPS no soro, fígado, líquido cefalorraquidiano e 
principalmente em diferentes estruturas do cérebro (estriado, córtex pré-frontal, área 
tegmental ventral e substância negra) de ratos Wistar. A compreensão do mecanismo 
e as vias que ocorrem os primeiros sinais de inflamação e estresse oxidativo no SNC 
são essenciais para elucidação de como o RAGE aumenta e acumula cronicamente 
em diferentes estruturas do SNC.  
Nossos resultados disponibilizaram evidências de que a inflamação sistêmica 
induz a disfunção transitória ou permanente no cérebro expondo-o a mediadores 
inflamatórios solúveis. Ainda, forneceu evidências do envolvimento da sinalização do 
RAGE na neuroinflamação, fosforilação de tau, regulação da sinaptofisina e 
comprometimento do estado redox cerebral resultante de inflamação sistêmica. O 
bloqueio sistêmico do RAGE é capaz de proteger o estriado de danos causados pela 
injeção sistêmica de LPS, reduzindo a ativação microglial e astrocitária bem como 
parâmetros de dano neuronal (Gasparotto, Tiefensee Ribeiro, et al., 2017). Este efeito 
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foi observado ocorrer de forma aguda (até 24 horas após a indução de inflamação) e 
o bloqueio de RAGE inibiu a ativação sistêmica de NF-kB e liberação de citocinas pró-
inflamatórias na circulação. 
Os efeitos encontrados estão diretamente relacionados com o RAGE, visto que 
os ratos que tiveram seus receptores bloqueados não apresentaram a resposta 
inflamatória encontrada nos animais que receberam apenas LPS. Além dos resultados 
publicados no capítulo II, também investigamos outros órgãos como pulmões, baço, 
rins e coração, porém não foram constatadas alterações significativas (dados não 
publicados). Investigações de longo prazo utilizando este modelo ainda estão em 
andamento pelo nosso grupo. 
No capítulo III, utilizamos o modelo de sepse com intuito de investigar os efeitos 
do RAGE na neuroinflamação, neurodegeneração e na disfunção cognitiva tempo-
dependente em ratos Wistar. Ratos Wistar foram submetidos a ligadura cecal (CLP), 
e perfuração. Amostras de soro e cérebro (hipocampo e córtex pré-frontal) foram 
obtidas nos dias 1, 15 e 30 após o CLP. RAGE e seus ligantes foram investigados. Os 
animais que sobrevivem a sepse apresentam alterações cerebrais comumente 
associado ao início de processos neurodegenerativos (Gasparotto et al., 2018). Para 
determinar o papel do RAGE na disfunção neuronal, administramos anti-RAGE 
diretamente no hipocampo dos ratos como intervenção terapêutica para os efeitos 
causados pela sepse. Ratos que receberam o anti-RAGE tiveram diminuição do 
acúmulo do peptídeo β-amilóide, diminuição da fosforilação da tauSer202 e níveis de 
sinalização de Akt /mTOR igual a grupos controle, além da diminuição dos déficits 
comportamentais associados ao declínio cognitivo. Estes resultados indicam que o 
RAGE é fator essencial na patogênese de transtornos neurológicos após inflamação 
sistêmica aguda induzida por sepse. 
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Pacientes que se recuperam de sepse têm taxas mais altas de 
comprometimento das funções cognitivas, incluindo doenças neurodegenerativas 
(Semmler et al., 2008) como a doença de Alzheimer. Estudos imuno-histoquímicos 
com tecido cerebral humano demonstraram que os níveis do RAGE são aumentados 
em pacientes com a doença de Alzheimer em relação a grupo controle (Sasaki et al., 
2001; Miller et al., 2008). A expressão do RAGE está presente em células endoteliais 
cerebrais, astrócitos, neurônios do hipocampo, córtex entorrinal e giro frontal superior, 
de pacientes com a doença (Jeynes e Provias, 2008; Miller et al., 2008).  
Como RAGE permanece ativado enquanto o β-amilóide está presente (Yan et 
al., 1996), RAGE está diretamente envolvido na iniciação e amplificação da toxicidade 
neuronal de β-amilóide onde RAGE também contribui para a translocação de βA1-40 
do espaço extracelular para o intracelular, difundindo-se entre as células e causando 
danos neuronais (Takuma et al., 2009). A inibição da atividade do RAGE leva a uma 
queda pronunciada nos níveis in vitro e in vivo de ERO cerebral, bem como uma 
função cognitiva melhorada em animais e pacientes com doença de Alzheimer (Deane 
et al., 2012; Hong et al., 2016).  
O estresse oxidativo é um indutor de aumento do RAGE, assim como RAGE 
pode induzir estresse oxidativo, esta relação foi observada em diferentes doenças, 
onde o aumento da produção de ERO é uma característica, incluindo diabetes, 
aterosclerose e doença de Parkinson (Guo et al., 2008; Zhang et al., 2008; Zhang et 
al., 2009). 
Em análises pós-morte realizadas em pacientes diagnosticados com doença 
de Parkinson, foi evidenciado o acúmulo de AGEs nos corpos de Lewy, o que 
aconteceu provavelmente devido a glicação das proteínas desempacotadas que 
constituem esses aglomerados (Munchau e Bhatia, 2000). O aumento do conteúdo do 
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RAGE em corpos de Lewy foi demonstrado até mesmo em condições pré-sintomáticas 
à doença de Parkinson, destacando a presença do receptor mesmo sem haver os 
sintomas clássicos da doença (Dalfo et al., 2005). 
Para melhorar o entendimento de mecanismo de ação do RAGE nas doenças 
neurodegenerativas, optamos por uma abordagem mais direta de indução de morte 
neuronal, injetando 6-OHDA diretamente na substância negra de ratos Wistar. 6-
OHDA é um composto orgânico sintético neurotóxico que destrói terminais 
catecolaminérgicos (Lima et al., 2012). FSP-ZM1 (figura 4), um eficiente antagonista 
farmacológico do RAGE foi utilizado para bloquear o receptor, injetando-o no mesmo 
local que a 6-OHDA foi administrada. O tratamento com FPS-ZM1 vem sendo 
empregado para estudar modelos de neurotoxicidade (Deane et al., 2012; Yang et al., 
2015; Hong et al., 2016; Bongarzone et al., 2017). 
Efeitos pró-inflamatórios, oxidativos e neurotóxicos induzidos pela 6-OHDA 
foram bloqueados pelo antagonista do RAGE, no soro, no liquido cefalorraquidiano e 
na substância negra. Os resultados demonstram uma relação mediadora entre RAGE 
e a morte neuronal, onde RAGE desempenha um papel fundamental na propagação 
/ amplificação de efeitos inflamatórios e na denervação dopaminérgica induzida por 6-
OHDA na substância negra de ratos. 
O RAGE é capaz de induzir um desequilíbrio oxidativo severo nos neurônios 
dopaminérgicos, pelo elevado número de mitocôndrias nestas células, apresentando 
uma predisposição ao consumo elevado de oxigênio (Dal-Pizzol et al., 2001) e 
consequente vulnerabilidade maior ao estresse oxidativo. Apesar dos neurônios 
dopaminérgicos estarem adaptados às altas taxas de metabolismo oxidativo, 
componentes das defesas antioxidantes endógenas desses neurônios parecem ser 
comprometidos em algum estágio de progressão da doença de Parkinson, uma vez 
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que a análise post-mortem de tecidos cerebrais de pacientes demonstra o acúmulo 
de marcadores de dano oxidativo (Dal-Pizzol et al., 2001). 
O capítulo IV nos trouxe informações importantes da localização do RAGE. Até 
o momento, informações da presença do RAGE nos neurônios eram escassas  
(Sasaki et al., 2001; Miller et al., 2008). Nossos resultados demostram a presença do 
RAGE no corpo dos neurônios. Este achado é fator crucial para compreensão do 
mecanismo de morte neuronal, visto que o receptor faz a mediação entre o meio 
extracelular para intracelular de diversas moléculas com potencial neurodegenerativo.  
Os modelos animais contribuem para aumentar o conhecimento sobre a 
fisiopatologia das doenças neurodegenerativas. Todos os quatro modelos 
investigados para a construção desta tese apresentam envolvimento do RAGE. Esses 
modelos reproduzem diferentes aspectos de uma dada doença, bem como as lesões 
histopatológicas e seus principais sintomas. A investigação em diferentes modelos 
experimentais nos proporciona um melhor entendimento da abrangência de ação do 
RAGE em diferentes casos.  
O modelo de L. Amazonensis nos disponibilizou a primeira informação quanto 
a presença do RAGE no córtex pré-frontal de camundongos induzido por uma infecção 
periférica. Os modelos utilizando o LPS ou a sepse (mimetizam um ambiente de 
infecção bacteriana) foram utilizados para investigar o papel do RAGE nas respostas 
iniciais dos processos inflamatórios. Nossos resultados demonstraram que os 
processos inflamatórios e degenerativos em diferentes estruturas do SNC foram 
mediados por RAGE. O modelo utilizando a 6-OHDA é um método clássico de infusão 
intracraniana que induz a destruição maciça à nível celular dos neurônios 
dopaminérgicos do eixo nigrostriatal, este modelo é amplamente utilizado para 
investigar disfunções motoras e bioquímicas semelhantes as observadas na doença 
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de Parkinson. Neste modelo o RAGE foi o principal mediador da morte neuronal. 
Portanto, apesar dos insultos pró-inflamatórios iniciais serem diferentes, a presença 
do RAGE é marcante em todos os modelos e é o responsável por mediar processos 
neuroinflamatórios e neurodegenerativos.  
Levando em conta nossos resultados, o desenvolvimento da morte neuronal é 
tempo dependente e tende a seguir uma ordem cronológica de eventos. Cada modelo 
experimental que utilizamos para comprovar o papel do RAGE na mediação da 
neurodegeneração apresenta no primeiro momento respostas fisiológicas distintas, 
por exemplo: a L. amazonensis desencadeia febre leve nas primeiras 48 horas sem 
mortalidade (capítulo I); injeção de LPS desencadeia febre intensa nas primeiras 24 
horas acompanhado de sangramento pelo nariz e mortalidade de 15% (capítulo II); 
sepse desencadeia febre intensa nas primeiras 48 horas e mortalidade acima de 40% 
(capítulo III); denervação induzida por 6-OHDA na substância negra, nas primeiras 
horas não apresenta nenhum sintoma visível e não há mortalidade (capítulo IV). 
Passado o período mais crítico da inflamação (de 24 a 48 horas após o insulto) 
os animais se recuperam e de acordo com o tempo, alterações em nível bioquímico 
(parâmetros de estresse oxidativo e dano oxidativo) e molecular (expressão de 
proteínas) são detectados. Em diferentes janelas de tempo, uma maior concentração 
dos ligantes do RAGE pode ser detectado tanto na circulação sanguínea quanto nos 
órgãos.  
Estudos com modelos animais demonstram que passado os sintomas após 
infecções (LPS) ou administração de α-sinucleína, marcadores de neurodegeneração 
tendem a levar mais da metade da vida do animal para serem detectados em regiões 
do cérebro (Qin et al., 2007; Hansen et al., 2013; Rey et al., 2016). Por mais que as 
primeiras respostas fisiológicas e bioquímicas de um organismo frente a infecções 
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possuam sintomas distintos, em longo prazo encontramos similaridades como 
aumento de conteúdo do RAGE. 
De acordo com os resultados obtidos até o momento, o RAGE parece ter papel 
importante nas patogêneses degenerativas, uma vez que estímulos que 
desencadeiam a ativação da expressão desse receptor invariavelmente resultam na 
instalação de um processo crônico de inflamação local associado a estresse oxidativo, 
dano oxidativo em biomoléculas, acúmulo de α-sinucleína e consequente progressão 
de morte celular no tecido afetado. 
Uma vez aumentado o mecanismo de retroalimentação da expressão do RAGE 
fará com que mais moléculas do RAGE sejam sintetizadas. Quanto maior a 
quantidade do RAGE na célula maior será a sinalização pró-inflamatória e a produção 
de espécies reativas, atingindo níveis que a célula não suporta e acaba perdendo 
função ou morrendo. As estratégias de bloqueio apresentadas nesta tese forem 
eficazes em bloquear os efeitos deletérios mediados pelo RAGE (figura 5) induzidos 





Existem outros receptores de membrana, além do RAGE, que podem modular 
a ativação pró-inflamatória no cérebro, por exemplo o TLR-4 (Lehnardt et al., 2003; 
Takeda et al., 2003). Este receptor já foi sugerido por fazer cross-talk com RAGE (Qin 
et al., 2009), porém o mecanismo não é detalhado. De fato, nossas atenções estão 
voltadas para o RAGE, nossos resultados suportam a hipótese que RAGE é 
fundamental no desenvolvimento da inflamação e da neurodegeneração.  
Inevitavelmente, não são apenas processos patológicos que afetam o aumento 
do RAGE. O envelhecimento apresenta um declínio progressivo na eficiência dos 
processos fisiológicos (não necessariamente tudo ao mesmo tempo) após a fase de 
reprodução. A capacidade de células e organismos para se recuperar de um insulto, 
como lesão traumática (ou estresse oxidativo) também diminui com a idade 
(Gutteridge e Halliwell, 2015). De fato, o envelhecimento vem acompanhado de 
Figura 5. A inibição do RAGE 
bloqueia a neuroinflamação e a 
neurodegeneração, induzida 
pela interação com seus 
ligantes. Tanto o anti-RAGE 
quanto o FPS-ZM1 foram 
eficientes em bloquear a ligação 
dos ligantes do RAGE. O bloqueio 
do receptor inibe toda a cascata de 
sinalização, evitando o estresse 
oxidativo, a ativação de cinases e 





inúmeras disfunções celulares, são processos naturais, o qual aumentos do conteúdo 
do RAGE faz parte. 
Em um estudo comparando ratos idosos que passaram por treinamento com 
exercícios de intensidade moderada com ratos da mesma idade que receberam a 
administração do FPS-ZM1, ambos os grupos tiveram resultados semelhantes. 
Reduziram os níveis de AGEs e de múltiplos marcadores de estresse oxidativo, 
diminuíram a expressão do RAGE e suprimiram a ativação de NF-B em aortas de 
ratos (Gu et al., 2014). Este resultado demostra que o exercício induziu a inativação 
de AGE/RAGE e que o RAGE está diretamente relacionado com estresse oxidativo e 
inflamação durante o processo de envelhecimento (Gu et al., 2014). 
O estilo de vida também é um componente que pode afetar diretamente o eixo 
AGE-RAGE. O efeito de nove meses de ingestão de dietas enriquecidas com CML foi 
testado em camundongos controle e camundongos RAGE (-/-). As dietas com alto 
índice de CML afetaram aortas dos camundongos selvagens enquanto que os RAGE 
(-/-) não tiveram alterações. Os AGEs podem conduzir anormalidades na vasculatura 
semelhante à do envelhecimento, pelo menos em parte através do RAGE (Grossin et 
al., 2015). RAGE é expresso em maiores níveis em indivíduos obesos em comparação 
com indivíduos magros, principalmente em macrófagos e adipócitos (Gaens et al., 
2014). Dietas com alto teor de gordura para humanos e/ou em modelos com animais 
geram ligantes do RAGE, como CML, modificações de fostoetanolamina de 
isolevuglandinas, HMGB1 e S100B, que se acumulam em tecidos metabólicos na 
obesidade (Fujiya et al., 2014; Gaens et al., 2014; Uribarri et al., 2015).  
O aumento da disponibilidade de ligantes do RAGE seja pelo processo de 
envelhecimento ou pela ingestão exacerbada de AGEs associado com rotinas 
sedentárias aumentam a presença do RAGE nas células. Somado a isso a exposição 
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de um organismo a estímulos deletérios como por exemplo, infecções, estresse 
oxidativo e inflamação são componentes que podem agravar ainda mais os níveis do 
RAGE levando a neurodegeneração.  
Adicionado aos fatores externos listados acima, a neurogênese na fase adulta 
é comprometida (Riddle e Lichtenwalner, 2007), a maquinaria para produção de novas 
células neuronais (hormônios, fatores de crescimento, neurotransmissores, etc...) 
nesta fase é debilitada em comparação aos períodos do desenvolvimento (Riddle e 
Lichtenwalner, 2007; Urbán e Guillemot, 2014). Este efeito acarreta em déficit na 
reposição de neurônios essenciais para o funcionamento correto do cérebro. 
A origem das doenças neurodegenerativas ainda é pouco conhecida, porém 
sabe-se que o envelhecimento faz parte do processo da vida, as células se 
desenvolvem cumprem suas funções e morrem, com neurônios não é diferente. Todos 
os organismos serão oxidados pelo tempo, porém este efeito pode variar entre eles, 
esta variação parece estar relacionada com hábitos e fatores genéticos que podem 




As doenças neurodegenerativas em estágios iniciais são altamente silenciosas, 
são imperceptíveis por anos e de difícil diagnóstico. No momento que os sintomas 
surgem, grandes áreas do cérebro estão comprometidas. RAGE contribui de maneira 
direta para isso, o qual parece atuar como um gatilho que frente a um estímulo dispara 
cascatas de sinalização que levam à morte dos neurônios. Nossos resultados 
apontam o RAGE como o principal mediador para aumento do estado pró-inflamatório 
e progressão neurodegenerativa. Além disso, uma vasta gama de evidências 
 96 
 
disponíveis na literatura, tanto em estudos in vitro quanto in vivo, sugerem que a 
inibição do RAGE pode ser uma ferramenta útil para o gerenciamento de patologias 
imunoinflamatórias. 
Independente do modelo experimental que utilizamos nesta tese, a inibição do 
RAGE resulta na redução: a) do acúmulo do RAGE nas células; b) de proteínas 
relacionadas a neuroinflamação; c) da morte neuronal. Dado o papel crucial do RAGE 
em muitas doenças, a descoberta de drogas que inibam o RAGE pode acarretar 
benefícios para doenças neurodegenerativas e também outras doenças que RAGE 
seja o agente mediador.  
A diversidade da sinalização do RAGE pode ser um fator limitante para o 
bloqueio do receptor, pois além de ser ativado por diversos ligantes, é necessário que 
sejam considerados para investigação bloqueadores com afinidade para diferentes 
domínios, oligômeros e isoformas do RAGE. Dada a importância deste alvo em 
múltiplas doenças, o desenvolvimento de uma nova geração de intervenções 
terapêuticas é emergente.  
Por mais promissores que os resultados sejam, é necessário investigar mais a 
fundo os efeitos fisiológicos do RAGE, visto que a longo prazo os efeitos do bloqueio 









A) Investigar a janela de tempo necessária para que haja o aumento do 
conteúdo do RAGE após indução de neuroinflamação induzida por LPS em ratos 
Wistar. 
 
B) Investigar os efeitos do bloqueio do RAGE após ter aumento constatado 
significativamente (período que será estabelecido na opção A) em um protocolo de 
neurodegeneração crônica (6 a 10 meses) induzida por LPS em ratos Wistar. 
 
C) Averiguar por qual mecanismo (apoptose, senescência, autofagia) o 
RAGE leva a morte dos neurônios dopaminérgicos induzido por LPS em ratos Wistar. 
 
D) Enquanto a metodologia de experimentação animal visa principalmente 
esclarecer os mecanismos celulares e moleculares na associação entre o RAGE 
e a neurodegeneração, vamos complementar nosso estudo sobre o RAGE com a 
investigação de dados bioquímicos e clínicos coletados em pacientes com a doença 
de Parkinson.  Isso nos fornecerá uma medida de validação do estudo experimental 
e propiciará o desenvolvimento de uma ferramenta analítica de diagnóstico 
quantitativo. 
 
E) Investigar qual a relação entre RAGE e seus ligantes nos diferentes 
estágios clínicos da doença de Parkinson, no grau de envolvimento neurológico e 
na indução de declínio cognitivo 
 
F) Quantificar os níveis de ligantes de RAGE e moduladores do estado 
inflamatório (citocinas pró- e anti-inflamatórias) na circulação (sangue periférico) nos 
modelos animais e também nos pacientes, afim de determinar possíveis correlações 
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e a potencial utilização do RAGE e de seus moduladores como marcadores periféricos 
preditivos da evolução da doença de Parkinson 
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